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論 文 内 容 要 旨
血栓 形成 の初 発 反 応 は,障 害 血 管壁 の 内 皮 下 組織 へ の血 小板 の 粘 着,凝 集 であ り,血 小 板 は,
血 栓 症 に深 く関 与 す る。 ま た,血 小板 は,活 性 化 時 に α穎 粒 か ら放 出 す る血 小板 由 来 成 長 因 子 な
ど を介 して 動 脈 硬 化 の進 展 に も関 与 す る。 こ の よ うな血 小板 の病 態 生 理 的役 割 に注 目 し,血 小板
抑 制 薬 を,心 筋 硬 塞 や 脳 血 管 障 害 を は じめ と した 血栓 性 疾 患 の 治療 に応 用 す る試 み が 行 わ れ て い
る。
本研 究 にお い て は,新 しい血 小 板 抑 制 薬 の開 発 を 目 的 と して,新 規 化 合 物,2,2'一Dithiobis
(N-2-hydroxypropylbenzamide)(KF4939)の 血 小 板 凝 集 抑 制 作 用 お よ び摘 出血 管 収縮
抑 制 作 用,な らびに 血 小 板 抑 制 作 用 の 機 序 に つ い て検 討 した 。
2,2なDithiodibenzamide誘 導 体 の 合 成研 究 は,古 く1923年 か ら報 告 さ れ て い るが,そ の生
物 活 性 に つい て は,抗 真 菌 作 用 や 駆 虫 作 用 が 知 られ て い るの み で あ った。 数 多 くの 化 合 物 に つ い
て 血 小板 凝 集 抑制 作 用 の ス ク リー ニ ング中 に,そ の 誘 導 体 の 一 つ,2,2'一Dithiobis(N-mo-
rpholinobenzamide)が,強 い 活 性 を 有 す るこ と を 見 い 出 した 。 そ こ で,新 規 お よ び既 知 の誘.
導 体 の 血 小板 凝集 抑 制 作 用 につ いて 調 べ た結 果,ア ミド基 のN位 に,ヒ ドロキ シァ ル キル,モ ル フ ォ
リン また は ピ ペ ラ ジ ンを 含 む 置 換 基 を 有 す る化 合 物 が 強 い 活 性 を 示す こ とが 明 らか とな った 。 中
で も,2,2'一Dithiobis(N-2-hydroxypropylbenzamide)(KF4939)は,経 口投 与 に よ
り,最 も強 い活 性 を 示 した の で,そ の 薬 理 作 用 に つ い て詳 細 な検 討 を行 った 。
アス ピ リンは,血 小板 抑制 薬 の 中 で,こ れ ま で に最 も広 く臨 床 試 験 に用 い られ て お り,そ の有
用 性 を認 め た 報 告 も多 い 。 しか し,ア ス ピ リンの 血 小 板 抑 制 作 用 は,cycloxygenaseの 阻 害 に
起 因 す ると 考 え られ て い るが,血 管壁 で,ア ラ キ ドン酸 か らcyclooxygenaseを 介 して 産 生 され
る内 因性 抗 血 小板 物 質;プ ロス タサ イ ク リンの 産 性 を も阻 害 す る可 能 性 が あ るこ と,ADPの 一
次 凝 集 や 高 濃 度 トロンビンによ る凝集 などのcyclooxygenase代 謝 物 の 産 生 に依 存 しな い凝 集 反 応
は抑 制 しな い ことなど,抗 血 栓 薬 と して の有効 性 に なお 不 十 分 さを 残 して い る。KF4939は,in
vitroに お いて,ウ サ ギお よ び ヒ ト血 小 板 の凝 集 を,ア ス ピ リンに 比 べ て 低 濃 度 で 抑 制 し,さ らに,
ア ス ピ リ ン とは異 な り,cyclooxygenase代 謝物 に依 存 しない 凝集 反 応 も抑 制 す るこ とが 明 らか
とな った 。 また,K:F4939は,経 口投 与 した 時,ウ サ ギexvivoの 系,ラ ッ トinvivoの 系,
お よ び マ ウ ス に お け るア ラキ ドン酸誘 発 肺 血栓 モデ ル に お い て,ア ス ピ リン と ほぼ 同 用 量 で 血 小
板 凝 集 抑 制 作 用 を 示 す こ とも判 明 した 。 これ らの事 実 か ら,KF4939は,ア ス ピ リン とは 異 な る
作 用 機 序 を もち,広 範 囲 な凝 集 物 質 に よ る凝集 反 応 を 抑 制 し,か つ,経 口投 与 可 能 な新 しい血 小
板 抑制 薬 と して,臨 床応 用 が期 待 出 来 る と考 え られ た 。
トロ ンボ キ サ ンA2(TXA2)は,血 小板 の 活 性化 時 に産 生 す るア ラキ ドン酸代 謝 物 で あ る。
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TXA2は,強 力 な 血 小板 凝集 作 用 と と もに,強 力 な血 管 収縮 作 用 を持 って い る こ とか ら,血 栓 症
の み で な く,冠 動 脈 攣縮 の原 因 物質 の1つ と考 え られ て お り,心 筋 硬 塞 発 作 に,こ の 両 作 用 が 密
接 に関 与 す る こ とが 予 想 され て い る。KF4939は,TXA2に よ る血 小板 凝 集 を抑 制 す る こ と,ウ
サ ギ腸 間膜 動 脈 お よ び イ ヌ冠 動脈 標 本 に お い て,TXA2に よ る収 縮 を 非 競 合 的 に抑 制 す る こ とが
明 らか とな った 。 この こ とは,KF4939が,抗 血 栓 作 用 に加 え て,抗 血 管 攣縮 作 用 を も合 わ せ 持
つ薬物 とな る可 能性 を 示 して い る。 また,KF4939は,TXA2に よ る収 縮 の 場 合 に比 べ て,他 の
受 容体 ア ゴ;ニス トに よ る血 管 収縮 の 抑制 に は,3～10倍 の 濃度 が 必 要 で あ った こ とか ら,TXA2
の選 択 的阻 害 薬 で あ る と考え られ る。さ らに,KC1に よ る収縮 は 全 く抑 制 しな か った の で,電 位
依 存 性 の カル シウ ムチ ャ ンネ ル は 抑制 しな い とい え る。
KF4939は,既 存 の血 小板 抑制 薬 とは異 な った特 徴 の あ る薬 理 学 的 性質 を 持 ってい る。次 に,
そ の血 小板 抑 制 作 用 の機 序 の解 明 を 行 った 。
血 小板 を,ト ロ ン ビ ン,コ ラー ゲ ンやCa2+イ オ ノ フ ォア ・A23187な どの刺 激 物 質 と反 応 さ
せ る と,phospholipaseが 活 性 化 さ れ,膜 リ ン脂質 か ら ア ラキ ドン酸 が 遊 離 す る 。 遊 離 した ア
ラキ ドン酸 は,cyclooxygenaseやTXA2synthetaseに よ り,強 力 な 内 因 性 血 小 板 凝 集 物 質
で あ るTXA2に 変 換 さ れ る。 この リン脂質 ア ラキ ドン酸代 謝 系 が,血 小 板 凝 集 や 放 出反 応 にお い
て 重要 な役 割 を果 た して い るこ とは広 く認 め られ て い る。 そ こで,KF4939の ア ラキ ド ン酸 代 謝
系 に及 ぼす 影 響 に つ い て検 討 を行 った 。
KF4939は,ト ロ ン ビン,コ ラ ーゲ ンお よ びCa2+イ オ ノ フ ォア ・A23187に よ り活 性 化 さ れ
た 血 小板 に お い て,膜 リン脂質 か ら遊 離 した 内 因 性 ア ラキ ドン酸 か らの マ ロ ンジ アル デ ヒ ド(プ
ロス タ グ ラ ン ジ ンH2の 分解 副生 成 物 で ア ラキ ドン酸代 謝活 性 の指 標:MDA)やTXA2の 産 生
を抑 制 した が,外 因 性 に 加 え た ア ラキ ドン酸 か らのMDAやTXA2の 産生 は 抑 制 しな か った 。 さ
らに,〔14C〕 ア ラキ ドン酸 を あ らか じめ 膜 リン脂 質 に 取 り込 ませ た 血 小 板 を トロ ン ビ ンやCa2+
イ オ ノフ ォア ・A23187と 反 応 させ て活 性化 した 時 の,cyclooxygenaseお よびlipoxygenase
の 両 経路 に よ るア ラキ ドン酸代 謝物 〔TXB2(TXA2の 代 謝物),HHT,12-HETE〕 の 産 生
が いず れ もKF4939に よ り抑 制 さ れ た 。従 って,KF4939は,cyclooxygenaseやTXA2syn-
thetaseの 阻害 作 用 は持 たず,膜 リ ン脂質 か らの ア ラキ ドン酸遊 離 を 抑 制 した 結 果,TXA2産
生 の 減少 が もた らさ れ る と結 論 され る。
プ ロス タ グ ラ ン ジ ンE1(PGEI)な ど のcyclicAMP増 加作 用 を 有 す る薬 物 や,ク ロル プ ロ
マ ジ ン(CPZ)な どの カ ルモ ジ ュ リ ン阻害 作 用 を 有 す る薬 物 も,膜 リン脂 質 か らの ア ラ キ ドン
酸 遊 離 を 抑 制 す る こ とが 知 られ てい るが,KF4939の 作 用 様 式 は,こ れ らの 薬 物 と は異 な って い
る。 す な わ ち,KF4939は,ト ロ ン ビ ンとA23187刺 激 時 の ア ラキ ドン酸 遊 離 を いず れ も抑 制 し
た の に対 し,PGE1は,ト ロ ン ビン刺 激 時 にお い て のみ 抑 制 作 用 を 示 した 。 またPGEIとphos一
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phodiesterase阻 害 薬 ・テ オ フ ィ リ ンの併 用 時 に認 め られ た血 小板 凝 集 抑 制 作 用 の 相乗 効 果 が,
KF4939とPGEIま た は テ オ フ ィ リ ンと の併 用時 に は認 め られ な か った 。KF4939の トロ ンビン
やA23187に よ るMDA産 生 の阻 害 活 性 が,外 液Ca2+の 有 無 に よ り影響 を受 け な か った の に 対
し,CPZのMDA産 生 阻 害 活 性 は,外 液Ca2+存 在 下 で は,非 存 在 下 に比 べ て 明 らか に 弱 か った。
こ れ らの 事 実 は,KF4939が,cyclicAMPの 増 加作 用 や カル モ ジ ュ リン阻害 作 用 とは別 の 機
序 に よ り膜 リ ン脂 質 か らの ア ラキ ドン酸遊 離 を 抑制 す る こ とを示 して い る。
と こ ろ で,膜 リ ン脂 質 か らの ア ラキ ドン酸遊 離 の 抑制 に伴 うTXA2産 生 の 減 少 は,KF4939
の 血 小 板 凝 集 抑 制 作 用 の 一 つ の機 序 と考 え る こ とが 出 来 る。 しか し,KF4939のTXA2産 生 に
依 存 しな い凝 集 に対 す る抑 制 作 用 は,こ の こ との み で は 説 明 出来 ず,他 の機 序 の 関 与 が 予 想 出 来
る 。
近 年,1血 小板 活 性 化 にお け るphosphoIipaseCに よ るイ ノ シ トール リン脂質 代 謝 の 重 要 性 が
明 らか に さ れ て い る。す なわ ち,phospholipaseC活 性化 の結 果生 成 す る1,2-Diacylglycerol
(1,2-DG)は,Ca2+お よ び リン脂 質 依 存 性 プ ロテ ィ ンキ ナー ゼ(Cキ ナ ー ゼ)の 活 性 化 を
通 して セ ロ トニ ンな ど の放 出や 凝 集 に 関 与 す る。 また,1,2-DGは,DGlipaseに よ る ア ラキ
ドン酸 遊 離 反応 の 基 質 と して の役 割 を持 って い る。従 って,phosphoiipaseCの 活 性化 は,「
phospholipaseA2に よ る膜 リ ン脂 質 か らの切 り出 し と と もに,ア ラキ ドン酸 遊 離 に も関 与 す る。
そ こ で 〔14C〕 ア ラキ ドン酸を 膜 リン脂質 中 に取 り込 ませ た血 小板 を 用 い て,KF4939のpho-
spholipaseCお よ びA2の 活 性 化 に対 す る作 用 を検 討 した。
KF4939は,ト ロ ン ビ ン刺 激 に よ るホ ス フ ァチ ジ ン酸 の産 生(phospholipaseC活 性 化 の 指
標)を 抑制 した。 従 って,KF4939は;phospholipaseCの 活 性 化 を抑 制 す る とい え る。 また,
トロ ン ビ ンに よ る凝 集 や 放 出 反応 は,phospholipaseCを 阻害 す るPGElに よ り抑制 され た が,
ア ス ピ リ ンに よ り抑 制 さ れな か った の で,ト ロ イ ビンに よ る これ らの 反 応 に は,cyclooxygenase
代 謝物 は ほ と ん ど関 与 せ ず,phospholipaseCの 活 性 化 が重 要 な 役割 を 果 た して い る と考 え られ
る。 従 って,KF4939の トロ ソ ビ ン刺 激 に よ る凝集 や 放 出 反応 の抑 制 作 用 は,主 にphospholi-
paseC活 性 化 の 阻害 に基 づ く もの と考 え られ る。
一 方
,KF4939は,phospholipaseCの 活 性化 を伴 わ ず 直 接phospholipaseA2を 活 性 化 す
ると考 え られ て い るA23187刺 激 時 の ア ラキ ドン酸代 謝物 の産 生 を抑 制 した の で,phospholipa-
seA2の 活 性 化 を も抑 制 す る もの と 考 え られ る。
以 上 の事 実 か ら,KF4939の 血 小板 凝集,放 出 反 応や 膜 リ ン脂 質 か らの ア ラキ ドン酸遊 離 の 抑
制 作 用 は,phpspholipaseCとA2の 両酵 素 の 活性 化 の 阻 害 に起 因 す る と説 明 で きよ う。
次 に,KF4939の こ れ らの血 小 板 抑 制 作 用 の分 子機 作 に つ い て,若 干 の検 討 を加 え た 。
KF4939は,ジ ス ル フ ィ ド化 合物 で あ り,化 学 的 に,SH化 合物 と容 易 に 反 応 す る性質 を 持 っ
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ているので,そ の血小板抑制作用の分子機作として,血 小板中のSH基 との反応が関与する可能
性が考え られた。この点について検討を行 った結果,KF4939の 還元型化合物(Red-KF4939)
の血小板抑制作用が非常に弱いこと,KF4939の 血小板凝集や トロンビン刺激によるMDA産 生
の抑制作用が,SH化 合物の前処置により減弱ないし消失すること,KF4939と 血小板を反応さ
せ ると,タ ンパク中のSH基 含量が有意に減少すること,が 明らかとな った。 これらの事実か ら
KF4939の 血小板抑制作用には,ジ スルフィド結合が必須の役割を果た してお り,血 小板のタン
パク中のSH基 との交換反応によるSH阻 害作用が関与するものと考え られ る。
以上,本 研究においては,KF4939が,経 口投与で有効な抗血管攣縮作用を合わせ持 った新 し
い血小板抑制薬 として,臨 床応用が期待出来ること,KF4939の 血小板抑制作用が分子内 ジスル
フィド結合 と血小板 タンパク中のSH基 との交換反応によるSH阻 害作用に基づ くphospholipa-
seCとA2の 両酵素の活性化の抑制により招来されることを明 らかにした。
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審 査 結 果 の 要 旨
種々の要因により損傷を受けた血管内皮細胞は血小板を粘着 ・凝集する。凝集塊の成長は凝固
系の活性化を伴 って血栓を強化す る。過剰の血栓形成は,血 管内腔の狭窄,閉 塞を招き,そ の結





mide誘 導体のスクリーニングを行い,就 中,最 も強力な活性をもつ2,2ノ ーDithiobis(N-2-
hydroxypropylbenzamide)(KF4939)を 見い出しその薬理学的機序を解析 した ものである。
KF4939は,① アスピリンに比べ低濃度で広範な凝集惹起物質に対 して凝集抑制作用を示すこと,
かつ経口投与で有効な血小板凝集抑制作用が発揮されること,② 血小板活性化時に産生する内因性
血管収縮物質である トロンボキサンA2に よる血管収縮を比較的選択的に抑制すること,③ シクロ
オキシゲナーゼや トロンボキサンA2ン ンセターゼを阻害 しないこと,④ フォスフォリパーゼC
およびフォスフォリパーゼA2の 活性化を抑制 し,血 小板の凝集,セ ロ トニン放出および膜 リン
脂質からのアラキ ドン酸遊離を抑制する,⑤ 上記の抑制作用はIm小板のタンパク質中のSH基 と
の相互作用に基づくこと,の 諸点を明 らかにした。
以上の結果から,KF4939は 経口投与で有効な血小板凝集抑制薬として臨床応用が期待 されよ
う。本論文内容は本研究分野にとって有用な情報の提供をも含み,学 位論文として価値あるもの
と考える。
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